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PROCEPE DE MISE EN EVID ENCE P'TJN EVENEMENT MOLECTJLAmy. 
DANS UNE CELOJT,E fi RACE A PES PROTEINES MAROUETFRS 

FLUORESCENTES 

5 La presente invention concerne un procede de mise en evidence d'un 

evenement moleculaire particulier tel que l'apoptose dans une cellule vivante. 

La mise en evidence d'un evenement moleculaire particulier tel que 
l'apoptose dans une cellule vivante met habituellement en oeuvre un certain nombre de 
techniques telles que la detection par "Western blot" ou immunofluorescence de 
10 proteines marqueurs telles que la proteine Bax ou les caspases activees qui sont 
impliquees dans les phenomenes d'apoptose. 

Dans le cas des caspases, par exemples, les methodes pour mesurer 
l'activation de ces proteines dans les cellules sont pour l'essentiel assez complexes et 
assez longues de mise en oeuvre. 

15 A* 08 *. dans !a methode "Western Blot", qui est la methode habituelle 

d'observation de l'activation des caspases, on utilise les anticorps dirig6s contre les 
proteines qui sont substrats des. caspases (Parp, caspase elle-meme), et on detecte 
l'apparition des bandes de poids moleculaire correspondent au produit de proteolyse 
. correspondant. 

20 . ^ technique est laborieuse, impUque de nombreuses etapes preparatives et 

ne permet de mesurer l'activation des caspases que sur une population cellulaire et non 
pas sur les cellules individuelles. 

La technique d'immunofluorescence met en oeuvre des anticorps qui 
reconnaissent de facon sp6cifique la forme active de la caspase et qui peuvent Stre 

25 utilises pour la d6tecter au niveau unicellulaire sur des cellules fixees. Cette technique 
permet la detection sur cellules individuelles mais elle est laborieuse et implique de 
nombreuses etapes preparatives. 

On utilise egalement des techniques mettant en oeuvre des sondes 
fluorescentes cmmiques. fl en existe diff6rents types dans le commerce, en general il 

30 s'agit des produits chimiques qui ont une forte affinit6 pour le site actif de la protease 
et qui emettent un signal fluorescent une fois fixes a la caspase. Ces sondes sont 
capables de penetrer dans les cellules et peuvent permettre la mesure de l'activite des 
caspases par microscopie en fluorescence et/ou par cytometrie. Toutefois, leur limite 
est U6e au protocole de charge et au cout qui empSche leur utilisation pour des tests a 

3 5 moyen ou h. haut d6bit. 
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Enfin, les sondes recpmbinaates bas6es sur la technologie FRET qui 
utilisent des sondes obtenues pair genie genetique que Ton peut introduire dans les 
cellules par transfection transitoire ou stable. Ces sondes sont constitutes par des 
proteines fluorescentes (qui sont des mutants spectraux de la GFP) et le signal detecte 
5 est donne par le phenomene de transfert d'energie de fluorescence. Le principe est que 
deux GFP mutants fusionnes en tandem et separes par un linker contenant la sequence 
de clivage de la sonde donne un signal de transfert fluorescent (emission de la 
molecule accepteuse par excitation de la molecule donneuse car interagissant entre 
elles). Si la caspase coupe le linker, les deux proteines s'eloignent et le signal disparait 
10 Ces sondes ont fait l'objet de quelques publications recentes mais la 

difficulte est de detecter le signal Fret (la. necessity d«utiliser des filtres adapts en 
microscopie et en cytometric en limite l'usage). 

Le procede selon la presente invention a pour objet la detection 
d'evenements moleculaires particuliers dans une cellule sans utiHser les technologies 
15 precedentes mais en pouvant utiliser la microscopie et la cytometric sans que cela 
necessite des preparations longues ou l'utilisation de reactifs particulierement couteux. 

En effet, comme on le constatera, le procede selon la presente invention ne 
n6cessite aucune preparation compliquee d'echantillon. 

Le cout est tres faible puisque la sonde peut 6tre fabriquee par la cellule 
20 elle-meme et la mesure peut etre faite sur cellule unique par microscopie a 
fluorescence ou en cytometric de flux. 

n est possible de fabriquer des animaux transgeniques avec ce type de 
technologie et on a la possibilit6 d'effectuer des transferts de ce test sur des 
microplaques afin de cr6er des plateformes ahaut debit. 
25 Le procede de mise en evidence de la survenue d'vai ev6nement 

moleculaire particulier dans un cellule selon la presente invention est caracterise en ce 
que : 

- on d6tecte la "solubilisation" d*une proline marqueur "fixee" (respectivement la 
"fixation" d'une proline marqueur "solubilisde") qui est un marqueur direct ou 

30 indirect de la survenue de Tevenement moleculaire particulier, 

- laquelle proteine marqueur est prdsente dans la cellule avant la detection 
pr^cedente, 

- la cellule etant, avant la d6tection, soumise a une permeabilisation de la membrane 
plasmique qui libere la proteine solubilis6e dans le milieu extracellulaire, 
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. - r , la presence de la proline marqueur etant alors d6tect6e dans la cellule ou le milieu 
extracellulaire par tout moyen approprie, ce qui permet de determiner si la 
solubilisation, respectivement la fixation, ont eu lieu et done T6v6nement 
moleculaire correspondant. 
5 La proline marqueur est la plupart du temps constitute d'une composante 

sensible qui subira la solubilisation (ou la fixation) et d'une composante indicateur 
permettant la detection. Comme on le verra, il s'agit souvent d f une prot6ine 
fluorescente. 

La composante sensible peut etre une proline qui est liee directement avec 
10 Tev&iement mol6culaire que Ton souhaite observer, c ! est-i-dire que e'est pr6cis6ment 
sa solubilisation ou sa fixation qui constitue T6venement moleculaire que Ton veut 
mesurer, ou bien elle peut etre une proteine li6e indirectement a Tevenement 
moleculaire k mesurer et susceptible de subir une solubilisation ou une fixation suite a 
Tinduction de cet ev6nement moleculaire ; e'est le cas, par exemple, de la prot6olyse 
15 induite par les caspases lors de Tapoptose. 

En tout etat de cause, la proteine composante sensible doit subir une 
solubilisation, respectivement une fixation, lorsque T6venement moleculaire se produit. 

On entend, dans la pr6sente description, designer par "fixation" d'une 
proline, l'ancrage subcellulaire, par exemple membranaire, nucieaire, au niveau de 
20 Pespace mitochondrial intermembranaire, etc., et de preference membranaire, ou la 
compartimentation au niveau subcellulaire de ladite proteine de fa9on telle que la 
proteine ne puisse diffuser dans le milieu extracellulaire lors de la permeabilisation de 
la cellule. De m6me, par "solubilisation" cellulaire de la proline on entend designer la 
presence de la proline marqueur sous forme de proteine libre dans le cytosol 
25 cellulaire, de fa?on telle que la proline puisse diffuser dans le milieu exterieur lors de 
la permeabilisation de la cellule. 

Lorsque Ton realise la permeabilisation selective de la membrane 
plasmique, si la proteine marqueur est fixee, e'est-a-dire si elle est ancr6e au niveau 
subcellulaire, notamment sur une membrane compartimentee, elle va rester fixee dans 
30 la cellule et ne va pas passer dans le milieu extracellulaire ; au contraire, si la proteine 
est soluble, c'est-&-dire presente dans le cytosol, elle va migrer dans le milieu 
extracellulaire.Dans ces conditions, . on observera dans le premier cas une cellule 
marquee, et dans le second cas une cellule non marquee. 

Le marquage de la cellule etant de preference un marquage par 
. 35 fluorescence, il est alors aise de detecter par microscopie de fluorescence ou par 
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cytometric les cellules marquees et non marquees. Ceci ne necessite pas de preparation 
de l'echantillon, a 1'exception de la perm6abilisation. 

II est thSoriquement possible d'utiliser d'autres types de marquage qui 
permettraient de distinguer la pr6sence de la proline marqueur dans la cellule ou, au 
5 contraire, son absence, mais il est certain que, compte tenu du developpement des 
techniques de fluorescence, c'est cette technique qui sera pr6feree. 

La permeabilisation selective de la membrane plasmique aboutit done, 
dans une population cellulaire exprimant de facon homogene le marquage, a la 
discrimination des cellules dans lesquelles l'evenement moleculaire a eu lieu car le 
10 signal fluorescent sera maintenu (ou respectivement perdu) specifiquement dans cette 
sous population cellulaire. 

L'analyse par cytometric en flux permet d'evaluer de facon quantitative le 
pourcentage de la population cellulaire dans laquelle l'evenement moleculaire mesur6 a 
eu lieu et fournit un test simple pour evaluer l'effet activateur ou mhibiteur des drogues 
15 qui interagissent avec ledit evenement moleculaire. 

L'approche d6crite ici ne necessite qu'une manipulation experimentale tr6s 
reduite (pas de fractionnement, pas de procedures de fixation et d'incubation avec 
anticorps, pas d'electrophorese, pas de microscopie). Le temps cumule de recuperation 
des ceUules, de perm6abilisation, et d'analyse est inferieur a 30 minutes (plusieurs 
20 heures voire jours pour les autres techniques). 

Elle permet la mesure du parametre d'interdt au sein mSme de la cellule 
sans induire d'artefacts li6s au fractionnement (WB) ou a la fixation et a l'utilisation de 
detergents a doses elevees (immunofluorescence). 

Enfin, cette technique presente un cotit experimental minime (pas de 
25 reactifs, pas d'anticorps). 

La proteine marqueur peut 6tre produite transitoirement dans la cellule 
grice a un vecteur d'expression de ladite proteine, mais il est possible 6galement de 
prevoir l'expression constitutive de cette proteine marqueur dans des lignees cellulaires 
ou des animaux transgeniques qui pourront ainsi devenir des outils de detection de 
30 l'evenement moleculaire. Dans le cas de l'apoptose par exemple, ces outils permettront 
de tester les produits ayant des proprietes pro ou anti-apoptotiques sans avoir k r^aliser 
les transfections par des vecteurs appropri6s a chaque essai. 

La technique permettant l'expression d'une proteine marqueur est conhue 
dans la technique anterieure, les plasmides ou vecteurs utilisables d6pendront, bien 
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entendu, de la cellule, de m&ne que les promoteurs et les differents Elements de 
regulation de l'expression. 

De meme, les techniques permettant l'expression constitutive d'une 
proteine marqueur sont connues, elles consistent a introduire dans Tun des 
5 chromosomes de la cellule un systeme d'expression stable ou inductible de la proteine 
marqueur par des methodes de type recombinaison, par exemple. 

Dans un mode de realisation prefere de l'invention, la prot6ine marqueur 
est constitute par une proline de fusion comportant : 

- une proteine sensible proprement dite qui subit une solubilisation, respectivement 
10 une fixation, lors de la survenue de l'evenement mol6culaire, 

- un fragment fluorescent, notamment une prot&ne fluorescente : "green 
fluorescent protein", "red fluorescent protein" ou toute molecule, qui en derive ou 
qui possede des propri6t6s similaires de fluorescence. 

Dans les exemples, on a utilise les proteines EGFP, DsRed2, HcRed et 
15 copGFP, mais on peut utiliser d'autres proteines teUes que les mutants spectraux des 
proteines precedentes. 

On peut, de facon g&ierale, considerer que les proteines marqueurs seront 
de deux types, un premier dans lequel la composante sensible est constitute par 
l'element proteique qui subit la solubilisation ou la fixation, cet evenement mol6culaire 
20 etant ce que Ton veut directement mesurer. C'est le cas par exemple de Bax, comme 
cela sera decrit plus completement ci-apres. Dans l'autre type de proteine marqueur, la 
composante sensible peut etre un fragment proteique qui est solubilise ou fixe suite a 
rinteraction avec la proteine qui subit l'evenement moMculaire que l'on veut mesurer. 
C'est le cas, par exemple, de l'activation des caspases : la proteine marqueur sera une 
25 proteine de fusion comportant le site de clivage de la protease et, de part et d'autre de 
ce site de clivage, un site d'ancrage a la membrane et une proteine fluorescente Ainsi, 
lors de l'activation de la protease, la composante indicateur, c'est-a-dire la proteine 
fluorescente, sera solubilisee par clivage. 

Dans ce dernier cas, la proteine d'ancrage pourra notamment etre choisie 
'30 parmi les domaines transmembranaires connus, il pourra s'agir notamment d'un 
domaine transmembranaire exogene fusionn6 a l'extremite de la proteine fluorescente 
par rintermediaire d'un linker qui comportera le site de clivage de la protease. 

Dans ce qui va suivre et dans les exemples, le domaine transmembranaire . 
qui a et6 test6 est un court domaine C-terminal present dans la classe de proteines dite 
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"TA proline" (Tail Anchored proteins), n a et6 confere a cette portion 
transmembrane une specific^ mitochondriale par mutation mais il est possible 
d'utiliser d'autres cassettes proteiqiies d'ancrage dans la membrane, par exemple le 
domaine transmembranaire a 1-N-terminal, sequence de myristilation _ou de 
5 palmitoylation par exemple, ou adress6 a d'autres membranes (membrane plasmique, 
membrane du reticulum endothelien, Golgi par exemple), pourvu que la partie 
fluorescente reste exposee dans le cytosol. 

La technique peut Stre appliquee a des proteines naturellement dotees de 
cette propriety ou a des proteines artificiellement construites a ces fins. 
10 La pr6sente invention concerne done un proced6 de mise en evidence de la 

survenue d'un evenement moleculaire particulier, et ceci, en utilisant une proline 
marqueur. 

■Comme cela est illustr6 par les exemples ci-apres, le proced6 objet de 
l'invention peut Stre mis en oeuvre en couplant la mise en evidence de la survenue de 
15 l'evenement moleculaire a la mesure du cycle cellulaire, notamment la mesure de la 
distribution de la population cellulaire dans les differentes phases du cycle cellulaire. 

En particulier, un tel couplage peut etre mis en oeuvre lorsque l'evenement 
moleculaire a detecter est l'activation de Bax (voir exemple 6a ci-dessous), ou 
l'activation d'une caspase telle que la caspase 3 (voir exemple 6a). 
20 Mais la presente invention concerne 6galement : 

- les proteines marqueurs utiles dans la mise en oeuvre de ce procede et qui 
comportent une composante sensible qui subira la solubilisation (la fixation) et une 
composante indicateur qui permettra la detection. 

II s'agira de pr6ference d'une prot6ine de fusion ou la composante 
25 indicateur est une proteine fluorescente, comme cela a et6 mentionn6 precedemment. 

Selon un mode de realisation, une prot6ine marqueur conforme a 
l'invention comporte une composante sensible dont la sequence est codee par un acide 
nucl&que comprenant une s6quence choisie parmi les s6quences SEQ ID N°l, 3, 5, 7 
9, 11 etl3. 

30 Selon autre mode de realisation, une proteine marqueur objet de 

l'invention comporte une composante sensible dont la sequence comprehd une 
sequence choisie parmi les sequences SEQ ID N°2, 4, 6, 8, 10, 12 et 14. 
L'invention concerne 6galement : 

" les vecteurs exprimant, dans un environnement ceUulaire appropri6, une proteine 
35 marqueur, 
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- les cellules transferases exprimant une proteine marqueur de fa?on stable ou 
transitoire, lesdites cellules pouvant 6tre des cellules tumorales, de preference des 
cellules tumorales humaines. 

^invention concerne des ani m aux transgeniques non humains dont au 
5 moins un certain type de cellules exprime une proline marqueur. 

L'invention concerne egalement un kit de mise en oeuvre du proc6d6 selon 
l'un des modes de realisation precedents, comportant : 

- des cellules transferases ; et/ou 

- un vecteur ; et/ou 

10 - un animal transgenique, 

tels que mentionnes pr6cedemment. 

L'invention a en outre pour objet un precede pour 6valuer P activity d'un 
compose anticancereux candidat 

Un tel proced6 comprend la mise en oeuvre d'un proc6d6 de mise en 
15 evidence de la survenue d'un 6v6nement moieculaire particulier dans une cellule 
tumorale, de preference d'origine humaine, transferase exprimant une proteine 
marqueur. 

Dans le cadre de Pinvention, un « compos6 » est defini ,comme 6tant 
n'importe quel type de molecule, biologique ou chimique, naturelle, recombinante ou 

20 synthetique. Par exemple, un compose peut Stre un acide nucleique (e.g., un 
oligonucleotide), une proteine, un acide gras, un anticorps, un polysaccharide, un 
steroide, une purine, une pyrimidine, une molecule organique, un radical chimique, 
etc... Le terme « compose » couvre egalement les fragments, derives, analogues 
structurels ou combinaisons de ceux-ci. 

25 Une cellule . eucaryote exploite differentes strategies pour activer de 

mantere appropriee les voies de transduction du signal en r<Sponse aux stimuli 
sp6cifiques. Outre au controle de type transcriptionnel (la molecule active est 
synthetisee de novo) ou post-traductionnelle (la molecule signal dojh pr^sente subit une 
modification qui la rend active (par exemple une proteolyse ou une phosphorylation) 

30 ou par interaction proteine-proteine, la cellule dans certains cas met en place une 
strategie de compartimentalisation : la molecule active est dej& exprimee dans la 
cellule, mais elle est piegee dans un compartiment subcelluiaire ou elle ne peut pas 
exercer son activite (ex. liberation de facteurs pro-apoptotiques de la matrice 
mitochondriale, recrutement de facteur a la membrane plasmique). 
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Dans certains cas, ce type de strategic comporte non seulement un 
changement de distribution intracellulaire mais aussi un changement de solubility de la 
prot6ine qui peut Stre sous forme cytosolique' soluble dans sa forme inactive et 
membranaire dans sa forme active, ou vice versa (ex. proteines pro-apoptotiques de la 
famille de Bcl-2, facteurs de transcription actives par le reticulum endoplasmique). Ce 
type d'evenement peut Stre done mis en evidence par microscopie et par cytometric en 
flux grace, a la construction d'une proteine de fusion avec une proteine fluorescente 
(voir exemple ci-dessous : sonde pour mesurer l'activation de Bax). 

De la m6me maniere, il est possible d'appliquer ce type d'approche a 
rutilisation de prolines marqueurs auxqueUes a et6 donnee artificiellement la 
propriete de changer de phase par rapport au signal a mesurer. En particulier, on peut 
construire des proteines marqueurs recombinants pour mesurer l'activite des proteases 
intraceUulaires. Dans ces proteines marqueurs, la proteine fluorescente est accrochee a 
une membrane intracellulaire par fusion a un domaine transmembranaire par le biais 
15 d'une sequence linker qui contient le site de clivage de la protease dont on veut 
mesurer l'activit6. C'est ce type d'approche qui a et6 retenu avec la sonde a caspase 3 
d6crite dans les exemples. 

L'6tape de permSabilisation n'est pas en theorie indispensable, en effet il est 
possible par microscopie a fluorescence par exemple de detecter la presence de la 
20 fluorescence, soit dans le cytosol, soit sur les membranes ou dans les compartiments 
dans lesquels elle est fixee, toutefois la permeabilisation des cellules permet une 
automatisation du processus et constitue le mode de mise en oeuvre prefere de la 
presente invention. 

Afin de permettre le relarguage sous forme soluble dans le milieu 
25 extracellulaire de la proteine marqueur fluorescente, on peut utiliser toutes les 
technologies appropri6es et connues de Wiomme du metier. On preferera utiliser 
notamment la permeabilisation a la digitonine a des concentrations comprises entre 1 
et 100 uM/ml et de preference 5 a 50 uM/ml, mais il est 6galement possible d*utiliser 
d'autres d6tergents tels que les saponines a tres faibles doses par exemple a 0,5 a 
30 10 uM/ml, de preference de l'ordre de 1 uM., la streptolysine 0 (20-500 ng/ml) ou des 
cycles de cong61ation/d6congelation. 

Ceci permet de faire une detection, par exemple en cytometric en flux qui 
est evidemment beaucoup plus sensible et automatisable que les autres techniques, 
m&ne si celles-ci sont 6galement utilisables, par exemple un lecteur de microplaques, 
35 un microscope a fluorescence ou un microscope confocal par exemple. 
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Les precedes selon la presente invention sont interessants dans la mise en 
evidence d'un grand nombre de phenomenes moleculaires mais, en particulier, dans 
l'etude des proprietes anti-apoptotiques ou pro-apoptotiques de molecules destinees a 
etre utilisees comme medicaments. 

L'apoptose est un processus de mort cellulaire tres conserve et regul6, 
constitu6 par une cascade d'evenements moleculaires qui entrainent la cellule vers la 
degradation et la mort (1). Les dysfonctionnements de l'apoptose sont a l'origine de 
nombreux cancers (defaut d'apoptose) et sont aussi impliqu6s dans la pathogenie des 
processus neurod6generatifs (exces d'apoptose) (1). 

La phase finale de l'apoptose est constitute par la degradation des 
structures cellulaires, d'une part par l'effet de l'activation d'une classe specifique de 
«cysteine proteases», les caspases, d'autre part par l'activation d'endonucleases qui 
degradent la chromatine nucleaire (1). 

Une cellule qui subit le processus de mort cellulaire programmee est 
15 caracterisee par des nombreux signes morphologiques et biochimiques plus ou moins 
sp6cifiques. Certaines modifications morphologiques peu specifiques sont facilement 
detectables par simple observation en microscopie optique telles la condensation 
cellulaire, la formation de « blebs » sur la membrane plasmique, ou l'apparition d'une 
perm6abilit6 de cette derniere a l'iodure de propidium. Certains colorants nucleaires 
20 (Hoechst, Dapi) qui revelent la morphologie du noyau, permettent de visualiser la 
degradation/condensation de la chromatine. Ce dernier parametre est egalement 
detectable par 61ectrophorese du materiel genomique d'une population cellulaire avec 
apparition de Taspect typique en « barreaux d'echelle » (DNA ladder), et au niveau 
unicellulaire par microscopie et cytometric en flux grace au principe du TUNEL, 
marquage colorimetrique ou fluorescent titrant la quantit6 d'extremites libres de DNA 
produites par Taction des endonucleases apoptotiques. Parmi les autres sigues 
g6neralement mesures, on compte :. l'activation des caspases (Western Blot, cytometric 
en flux), la proteolyse des substrats des caspases activees (Western Blot), et 
^exposition de la phosphatidylserine sur le feuillet externe de la membrane plasmique 
30 (cytometric en flux). 

En amont des processus decrits ci-dessus, il existe dirBrentes voies de 
signalisation intracellulaire qui poussent la cellule a s'engager dans un processus 
d'autodestruction (c'est l'initiation de l'apoptose) : ces stimuli d'induction" apoptotique 
sont divers, et les cascades de signalisation intracellulaire qui leur correspondent 
35 peuvent varier selon le stimulus inducteur et/ou le modele cellulaire. 
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Certains de ces evenements moleculaires precoces represented des etapes 
clefs pro-apoptotiques, et la possibilit6 de les detecter' sp6cifiquement avec une bonne 
sensibilite ouvre par exemple la voie au screening de composes actifs and- ou pro- 
apoptotiques. 

5 La relocalisation de la proline Bax du cytosol a la membrane des 

mitochondries est un evenement precoce et generique lors de la signalisation de. 
l'apoptose (2). La relocalisation de Bax, suivie d'une homo-oligomerisation, est la 
cause de la liberation du cytochrome c qui entraine sans possibility de retour la mort de 
la cellule en provoquant l'activation de la caspase 9, puis celle de la caspase 3 (2). Bax 

10 est une proteine cytosolique globulaire dont la structure primaire lui permet d'etre 
classee dans la famille des Bcl-2. Les travaux de Youle (2) ont largement contribu6 a 
la comprehension du role joue par les differents domaines de Bax dans . sa 
relocalisation et sa redistribution, cependant sa structure secondaire etait inconnue 
jusqu'a l'etude de Tjandra qui a permis son elucidation par resonance magnetique 

15 nucleaire (RMN) (2). La conformation du domaine C-terminal de Bax, constitu6 de 
l'helice ct9 comportant 22 residus s'est averee d'une importance majeure. Dans la 
forme soluble cytosolique de la proteine, cette helice repose dans une cavite 
hydrophobe et la relocalisation depend d'un changement conformationnel de Bax qui 
expose l'helice hors de lapoche hydrophobe : le domaine C-terminal de Bax «expose» 

20 possede alors un tropisme pour la membrane mitochondriale. Cert ce changement de 
conformation qui peut etre mis en evidence par le precede selon l'invention, comme 
cela sera d6crit dans les exemples. 

D'autres caracteristiques et avantages de la pr6sente invention apparaitront 
a la lecture des exemples ci-apres et en se reportant aux figures annexes sur 

25 lesquelles : 

- la figure 1 represente une microscopie a fluorescence d'un clone cellulaire humain 
(clone 10) obtenu a partir d'une lignee HeLa qui exprime de facon stable la proteine 
chimerique GFP-Bax a T - 0 et T = 300 s sans permeabilisation et avec 
permeabilisation a la digitonine et les courbes correspondant aux points a, b et c ; 

30 - les figures 2, A, B et C, montrent des profils de fluorescence de la population de 
clone 10 dans diverses conditions (voir exemples) ; 

- les figures 3, A et B, repr6sentent la variation d'activation de Bax dans diverses 
conditions (voir exemples) ; 

- la figure 4 represente un histogramme de l'activation de Bax dans diverses conditions 
35 (voir exemples) ; 
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- la figure 5 repr6sente le plasmide pEGFP-Bax ; 

- la figure 6 represente la quantification de la caspase 3 ; 

- la figure 7 illustre la mise au point d'une sonde a caspase 3 ancree a la face interne de 
la membrane plasmique. 

5 a) Representation schematique de la proteine de fusion GFP-DEVD-SNAP(80-136) et 

b) du contrdle non clivable (meme proteine de fusion sans site consensus pour la 
prot6ase). c) Liberation de la proteine fluorescente dans le cytosol suite a son clivage 
observe par microscopie confocale dans deux cellules de neuroblastome humain SH- 
SY5Y transfectees de facon transitoire et traitees par la staurosporine. d) Mesure par 

10 cytometric en flux, du pourcentage de cellules presentant une caspase 3 activee dans 
une population de cellules humaines HeLa transfectees transitoirement avec la proteine 
GFP-DEVD-SNAP(80-1 36). 

- la figure 8 illustre la mise au point d'une sonde a caspase 3 ancree a la face externe 
de la membrane mitochondriale interne. 

15 a) Representation schematique de la proteine de fusion GFP-DEVD-ANT2 et b) du 
contr61e non clivable (meme prot6ine de fusion sans site consensus pour la protease). 

c) Localisation mitochondriale de la proteine de fusion (GFP-DEVD-ANT) dans des 
cellules simiennes COS-7 co-transfectees avec un marqueur mitochondrial specifique 
(mt-dsRed2). d) Detection par cytometric en flux du clivage de la proteine de fusion 

20 GFP-DEVD-ANT2 comparee au contr61e non clivable et a la prot6ine GFP-DEVD- 
cb5TMRR dans des cellules HeLa transfectees transitoirement et dans lesquelles 
l'apoptose a ete induite par differents stimuli (Staurosporine luM ou UV 200mJ/cm2). 
e) Liberation de la proteine fluorescente dans le cytosol suite a son clivage observe par 
microscopie confocale dans deux cellules humaines HeLa co-transfectees de facon 

25 transitoire avec GFP-DEVD-ANT et HcRed-DEVD-Cb5RR et traitees a la 
staurosporine. La quantification du clivage et de la diffusion du signal fluorescent dans 
le cytosol et effectue en mesurant l'augmentation du signal fluorescent respectivement 
vert et rouge dans une region du noyau. 

- la figure 9 illustre la mise au point d'une sonde a caspase 3 a ancrage nucleaire. 

30 a) Representation schematique de la proteine de fusion H2B-DEVD-GFP et b) du 
controle non clivable (meme proteine de fusion sans site consensus pour la protease), 
c) Distribution de la proteine fluorescente dans des cellules humaines HeLa 
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transfers de facon transitoire : a gauche cellules non traitees (distribution nucleaire), 
a droite cellules traitees a la staurosporme (distribution Cytosolique). d) Liberation de 
la proteine fluorescente dans le cytosol suite a son clivage, observee par microscopie 
confocale dans une cellule HeLa co-transfectee de facon transitoire avec H2B-DEVD- 
5 GFP et HcRed-DEVD-Cb5RR (sonde a caspase 3 ancree a la membrane 
mitochondriale exteme) et traitees a la staurosporine. La quantification du clivage et de 
la diffusion du signal fluorescent respectivement du noyau au cytosol pour la proteine 
H2B-DEVD-GFP et du cytosol au noyau pour la proteine HcRed-DEVD-cb5 est 
effectue en mesurant l'augmentation du signal fluorescent respectivement, vert dans 
10 une region cytosolique de la cellule, et rouge.dans une region du noyau, e) Evaluation 
par cytometric en flux de la fonctionnalite de la sonde par quantification du 
pourcentage de retention de la fluorescence apres permeabilisation dans une population 
de cellules HeLa transfectees transitoirement avec la proteine H2B-DEVD-GFP et son 
confaole non clivable. 

15 - la figure 1 0 illustre la mise au point de sondes pour mesurer l'activite des caspases 8 
et 2. 

a) Representation schematique de la proteine de fusion GFP-IETD-cb5-TMD-RR et b) 
GFP-IETD-SNAP(80-136). c) Evaluation par cytometric en flux de la fonctionnalite de 
la sonde par quantification du pourcentage de retention de la fluorescence dans une 

20 population de cellules HeLa transfect6es transitoirement avec la proteine GFP-IETD- 
cb5-TMD-RR et GFP-IETD-SNAP(80-136) et traitees au TNFalfa. d) Representation 
schematique de la proteine de fusion GFP-IETD-H2B. e) Distribution de la proteine 
fluorescente dans des cellules HeLa transfectees de facon transitoire : a gauche, 
cellules non traitees (distribution nucleaire), a droite, les memes cellules traitees 3 

25 heures a la staurosporine (distribution cytosolique). 

- la figure 1 1 represente la mesure couplee de l'activation de Bax et du cycle cellulaire. 
Les cellules du clone 10 exprimant de facon stable la proline de fusion GFP-Bax sont 
traitees avec differentes drogues agissant comme agents proapoptotiques et/ou agents 
cytostatiques. La mesure de l'activation de Bax est r6alisee comme d6crit 

30 precedemment par evaluation de la retention de la fluorescence apres permeabilisation 
a la digitonine. Dans le tampon de permeabilisation, de l'iodure de propidium (0,4-08 
mg/ml) a ete rajout6 et les cellules sont incubees pendant 30 minutes a 4°C. La 
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distribution des cellules dans les differentes phases du cycle cellulaire se lit sur la base 
de leur intensite de fluorescence dans le rouge (PI). La figure montre comment la 
lecture simultanee dans les canaux FL1 (GFP) et FL3 (ADN) permet d'evaluer en 
meme temps l'effet pro-apoptotique de l'activation de Bax et l'effet sur le cycle 
5 cellulaire (modification de la distribution dans les phases Gl, S, G2/M). De plus, elle 
permet d'evaluer si l'activation de Bax a lieu dans une phase pr6ferentielle du cycle 
cellulaire. En haut, cellules contrdle non traitees (C) et cellules traitees a la 
staurosporine (ST 0.1) (pas d'effet sur le cycle et induction de l'activation de Bax 
dans toutes les phases du cycle). 

10 En bas, traitement a la camptothecine (CAM) (blocage en phase S, activation de Bax 
preferentiellement en phase Gl) ; traitement a la colcemide (COLC) (accumulation en 
phase G2, activation de Bax en toutes les phases du cycle); traitement a la 
daunorubicine (DNR) (accumulation en phase G2, activation de Bax en phase S). 
- la figure 12 repr6sente la xenogreffe de lignees exprimant unbiocapteur fluorescent. 

15 a) Image en microscopie confocale (10X) d'une coupe d'une tumeur solide generee 
par xenogreffe sous cutanee des cellules clone 10 (exprimant de maniere stable GFP- 
Bax) dans des souris « nude ». Marquage des noyaux (Hoechst) et cellules avec Bax 
activ6 (GFP-Bax). A droite, le detail d'une cellule avec GFP-Bax relocalise aux 
mitochondries (GFP-Bax ) et marquage nucleaire correspondant (Hoechst). b) Image 

20 en microscopie confocale (10X) d'une coupe d'une tumeur solide gener6e par 
xenogreffe sous cutanee des cellules clone 23 (exprimant de maniere stable la proteine 
copGFP-DEVD-cb5TMD-RR) dans des souris «nude». Marquage des noyaux 
(Hoechst) et_distribution du biocapteur (sonde caspase 3). A droite, le detail de la 
distribution mitochondriale de la sonde recombinante a plus fort grossissement. c) 

25 Dans une tumeur clone 23 xenogreffee, provenant d'une souris traitee par etoposide 
(40 mg/kg/jour pendant 4 jours), apparition des cellules ayant active la caspase 3 
(fleches) (distribution cytosolique de la fluorescence). 



30 



EXEMPLE 1 - ACTIVATION DE LA PROTEINE BAX 

L'exemple ci-apres decrit un test simple permettant de detecter 
changements conformationnels de la prot&ne Bax lors de rinduction de l'apoptose. 



les 
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Comme cela a ete indique precedemment, dans une cellule normale Bax est 
repli6e de facon telle que son extremite C-terminale tres hydrophobe est proteg6e par 
le reste de la molecule (2). Au cours de Induction de l'apoptose, la proteine subit un 
changement conformationnel qui modifie ses proprietes, ^exposition de son extremite 
5 C-terminale induisant une relocalisation mitochondriale de Bax. Dans cette forme Bax 
se comporte comme une proteine membranaire inseree de facon stable dans la 
membrane externe mitochondriale. 

L'utilisation d*une protdine chimerique obtenue par la fusion de la GFP a 
l'extremite N-tenninale de Bax fournit une sonde recombinante fluorescente indiquant 
10 la localisation de Bax. 

La proteine chimerique garde les mdmes proprietes que la proteine native 
et en particulier la capacite de subir la modification conformationnelle et la 
relocalisation a lamitochondrie lors de rinduction de l'apoptose. 

Le modele mis en oeuvre utilise un clone dit "clone 10". 
15 U s'agit de cellules HeLa (tumeur du col de l'uterus humain) qui ont ete 

transferees par la technique du calcium phosphate avec un plasmide pEGFP-Bax 
codant pour la proline chimerique de fusion GFP-Bax sous le contrdle du promoteur 
viral CMV et qui confere une r6sistance a la geneticine. 

Le vecteur de base utilise est un vecteur commercial PEGFP-C3 (Figure 5) 
20 de la societe Clontech dans lequel on insere, sous le contrdle du promoteur CMV, 
l'ADNc de Bax fusionne en phase a son extremit6 5' a l'ADNc de la GFP prive de son 
codonstop. 

Quatre jours apres la transfection, les cellules sont exposees a une 
concentration de 1 mg/ml de geneticine G418 qui est progressivement reduite a 
25 0,1 mg/ml au cours de la semaine suivante. Apres 2 semaines, on isole un certain 
nombre de clones resistants a la gen6ticine que Ton s61ectionne au microscope a 
fluorescence; 

Le clone 10 contient un pourcentage eleve de cellules uniformement 
fluorescentes au niveau cytosolique et ce marquage est stable dans le temps, environ 
30 10 passages). Les cellules sont maintenues. en culture en DMEM 10% FCS, 0,1 mg/ml 
de geneticine. 

Le test repose alors sur l'observation au microscope a fluorescence ou en 
cytometrie de flux des cellules dans lesquelles Bax n'est pas activee et est done repartie 
uniformement dans le cytosol et des cellules dans lesquelles Bax ayant 6te activee a la 
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suite d'une induction d'apoptose le signal fluorescent est agrege autour des 
mitochondries, la proline Bax 6tant alors dite "fix6e". 

Pour'mettre en evidence la fixation ou la solubilisation de Bax, on traite la 
population contr61e et la population traitee avec l'agent apoptotique par de la trypsine 
5 afin de les d6tach6es de leur boite de culture. Les cellules sont ensuite resuspendues 
dans une solution saline intracellulaire en presence de 50 uM de digitonine, les cellules 
sont ensuite analysees en cytometric en flux et la fluorescence de la GFP est mesuree 
dans le canal FL1. 

Des cellules ainsi traitees sont representees a la figure 1 et montrent qu'on 
1 0 observe une chute d'intensite de fluorescence tres forte dans les cellules pour lesquelles 
Bax n'a pas ete activee, l'image etant tout d'abord uniformement fluorescente puis cette 
fluorescence ayant quasiment disparue au bout de 3 00 secondes. 

Au contraire, lorsque Bax a ete activee, on constate que la fluorescence est 
redistribute aux mitochondries et rcsiste a la permeabilisation, comme cela ressort des 
1 5 mesures quantitatives effectuees dans les courbes correspondantes. 

La figure 2 montre differents profils de fluorescence en FL1 de la 
population clone 10 avec ou sans permeabilisation et en presence de differents agents 
pro-apoptotiques. 

"A" montre le profil de fluorescence de la population clone 10 controle 
20 avec ou sans permeabilisation. Comme l'indique le deplacement du pic de distribution 
vers la gauche, le signal fluorescent est sensible au traitement a la digitonine. 

"B" montre le profil cytometrique en FL1 d'une population traitee par un 
agent pro-apoptotique (selenite 20 uM, 6 h) activant Bax. En comparant les profils 
obtenus avec ou sans inducteur et apres permeabilisation, on peut observer que sous 
25 inducteur apoptotique le signal fluorescent est devenu resistant au traitement de 
permeabilisation. 

En "C", la m&ne difference est observee sous induction de l'apoptose par 
staurosporine (1 uM, 6 h) ou TNFa (10 ng/ml, 6 h + CHX 10 pM). 
EXEMPLE 2 - QUANTIFICATION D P, LA RET,Q(~: A TJS ATTON DP. BAX A T,A 
30 M1TOCHONDRIE SOUS INDUrTTON APOPTOTTOT TP. 

La technique permet d'evaluer rinduction de Bax en mesurant le 
pourcentage de cellules dans lesquelles la relocalisation de Bax a la mitochondrie a eu 
Ueu. 

Avec cette approche, il est possible : 
35 - d'analysersirexpressiondHmgeneinduitounonractivationdeBaxet 
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- d'evaluer de facoa quantitative le pouvoir pro-apoptotique ou cytoprotecteur d'une 
drogue. 

Pour evaluer le pouvoir d'activation de Bax d'un gene exogene, le clone 10 
est transfectd avec l'ADNc de la proteine d'int6r6t en association avec un autre ADNc 
codant pour un marqueur fluorescent spectralement differentiable de la GFP et ayant 
une localisation subcellular, membranaire ou compartimentee (resistant a la 
permdabilisation), par exemple la DsRed adressee a la matrice mitochondriale 
(mtDsRed). Dans ce dernier cas, apres permeabilisation, l'intensite de fluorescence 
enregistree dans le canal FL1 (GFP) donne toujours Indication du niveau d'activation 
de Bax, tandis que l'intensite du signal en FL3 (DsRed) indique si la cellule surexprime 
ou non la prot&ne d'interSt. 

En pratiquant une mesure biparametrique sur clone 1 0, il est done possible 
de correler ractivation de Bax a la surexpression d'une proteine d'interSt 

Les resultats indiques aux figures 3A et 3B mettent en evidence le 
pourcentage d'une population cellulaire qui a subi la relocalisation de Bax a la 
mitochondrie suite a un traitement pharmacologique. 

La figure 3A represente revolution dans le temps d'une population 
cellulaire traitee avec 20 uM de selenite en l'absence (courbe D) et en presence (courbe 
E) d'un inbibiteur et avec 40 nM de staurosporine en l'absence et en presence du meme 
20 inhibiteur B. 

Grace a cette technique, on observe que le cinetique d'activation de Bax 
n'est pas modifiee par l'inhibiteur lors du traitement avec le selenite, alors qu'au 
. contraire cet inhibiteur est actif sur la staurosporine. 

De meme, rhistogramme de la figure 4 represente le pourcentage des 
cellules dans lesquelles Bax a ete activee apres traitement de 24 h avec 40 nM de 
staurosporine, 50 uM de ceramide ou TNF 0,1 ng/ml en pr6sence de cycloheximide, 
sous l'influence de rayonnements U.V. 

Cette technique permet done de distinguer les proprietes pro-apoptotiques 
de differents agents. 

30 Elle pr6sente.de nombreux avantages par rapport aux techniques 

actuellement disponibles pour evaluer l'activation de Bax et sa relocalisation a la 
mitochondrie qui se base sur des fractionnements subcellulaires et des quantifications 
par Western Blot de la quantite de proteines Bax presentes dans les differentes 
fractions ou par immunofluorescence avec des anticorps qui reconnaissent 

35 specifiquement la prot6ine qui a subi le changement conformationnel d'activation. 
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Par rapport a ces techniques, l'approche ddcrite precedemment ne necessite 
qu'une manipulation experimentale tres reduite (le temps cumule est inferieur a 30 min 
par rapport a 24 h pour les autres techniques) et elle permet la mesure du parametre 
d'interet au sein meme de la cellule sans induire d'artefacts lies au fractionnement ou a 
la fixation et a 1-utilisation de detergents a doses elevees (immunofluorescence) et 
presente un colit exp6rimental minime. 

EXEMPLR 3 - MF.STWF DE L'ACTTVTTP. DE T.A r.ASPAg E 3 ATT P.OTTRS r>* 
L'APOPTOSE 

Les principaux effecteurs de l'apoptose sont les caspases, cysteines 
protdases caracteris6es par une specificite absolue pour un aspartate en position PI 
dans leur site de clivage. Ces enzymes contiennent toutes une sequence 
pentapeptidique identique dans leur site actif et participent, avec d'autres prot6ases 
comme la calpaine, aux nombreux evenements prot6olytiques qui ont lieu dans une 
cellule en apoptose, aboutissant au clivage de substrats prot6iques jouant un rdle cle 
dans les fonctions cellulaires normales (proteines du cytosquelette, prolines nucl6aires 
ou enzymes de reparation de PADN). 

L' activation des caspases peut emprunter deux grandes voies. La premiere est 
la voie «mitochondriale», ou la proteine Apaf-1 interagit avec la procaspase-9, en 
presence de dATP et de cytochrome c, libere a partir de l'espace intermembranaire des 
20 mitochondries, pour former «Tapoptosome», permettant ainsi l'activation de la 
caspase-9 (chvage auto catalytique de la procaspase-9) puis de la caspase-3. L'autre 
voie est celle des recepteurs de la superfamille des recepteurs du TNF sur la membrane 
plasmique. L'interaction de TNFR1 ou de Fas (CD95 ou APO-1) avec leur ligand 
naturel ou un anticorps monoclonal agoniste permet l'assemblage d'un complexe 
multiproteique cytoplasmique appele DISC (death-inducing signaling complex) et 
l'enclenchement de la cascade apoptotique par activation de la procaspase-8. 

II existe actuellement un nombre limit6 de methodes qui ont deja 6t6 
mentionnees precedemment et dont aucune n'est parfaitement satisfaisante pour 
mesurer Tactivation des caspases. 

Dans le cadre de la presente invention, on utilise une nouvelle sonde 
recombinante utilisable en microscopie et en cytom6trie pour mesurer i'activite des 
caspases dans les cellules apoptotiques. 

Cette nouvelle sonde est constitute d'une proteine de fusion dans laquelle 
une proteine fluorescente quelconque, DsRed2 ou EGFP, est reliee par un court linker 
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contenant le site de consensus de la caspase 3 a une sequence transmembranaire 
assurant l'ancrage specifique de la sonde a la membrane externe mitochondriale. 

La sequence correspondante est d6crite dans SEQ ED N° 1. 

La partie soulignee correspond au linker synthetique contenant la sequence 
5 de clivage pour la caspase 3, puis le domaine transmembranaire du cytochrome b5 
mute auquel a ete confere une specificit6 d'adressage mitochondrial. 

Lors de l'induction de l'apoptose, la caspase 3 activee cliye la sdquence 
DEVD contenue dans le linker qui a et6 interpose entre la proteine fluorescente et la 
sequence transmembranaire. La GFP prealablement fixee devient une proteine soluble 
10 dans le cytosol de la cellule. 

Le signal fixe dans les cellules dans lesquelles la caspase 3 n'est pas 
activee devient soluble dans les cellules dans lesquelles la caspase est activee. 

Les cellules sont cultivees sur lamelles en verre et transferees avec le 

vecteur d6crit pr6cedemment, elles sont montees sur une chambre d'incubation dans un 

15 milieu salin et observees au microscope a fluorescence. Avant ou pendant 

l'observation, elles sont traitees avec l'agent pro-apoptotique. L'activation de la caspase 

3 et sa cinetique peuyent etre mises en evidence par simple observation de la 

modification de la distribution intracellulaire du signal fluorescent qui, de 

mitochondrial, devient rapidement cytosolique une fois la caspase activ6e. 

20 Mais u est plus commode de mesurer l'activation de la caspase par 

cytometric en flux. 

La population contr61e et la population traitee avec l'agent apoptotique sont 
detachees de leurs boites de culture par traitement a la trypsine, les cellules sont 
ensuite resuspendues dans une solution saline intracellulaire en presence de 50 uM de 
25 digitonine, les cellules sont ensuite analysees en cytometric en flux et la fluorescence 
de la GFP est mesuree en canal FL1 . 

La technique presentee permet d'evaluer l'activation de la caspase 3 en 
mesurant le pourcentage de cellules dans lesquelles le clivage du capteur fluorescent a 
eu lieu. 

30 Avec cette approche, il est done possible : 

- d'analyser si l'expression 6hm gene induit ou non l'activation de la caspase 3 et 

- d'evaluer de facon quantitative le pouvoir pro-apoptotique ou cytoprotecteur d'une 
drogue. 

Ainsi, la figure 6 represente la quantification de Taction de la caspase 3 
35 dans une population de cellules HeLa traitees avec differents inducteurs apoptotiques : 
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irradiation UV (200 mJ/cm2) ? TNFa 100 ug/ml, staurosporine 1 uM pedant 6 h et 
staurosporine 1 uM en presence d'inhibiteur de caspases (ZVAD 50 uM). 

En parallele est representee la quantification d'un autre parametre 
apoptotique (la depolarisation mitochondriale qui dans ce modele ^induction de 
5 l'apoptose depend de l'activation des caspases. 

Bien entendu, ce proced6 est directement generalisable a Tensemble des 
caspases et d'autres proteases qui peuvent etre introduites dans des systemes differents 
et pour lesquelles rhomme du metier saura realiser le vecteur correspondant. 
EXEMPLE 4 - AUTRES STRATEGIES TV ANCRAGE STIBCELLULATRR PR T.A 
10 SONDE 

La sonde a caspase 3 decrite supra est basee sur un ancrage membranaire constitu6 par 
un court domaine transmembranaire qui s'enchasse dans la membrane mitochondriale 
externe (segment C-terminal du cytochrome b5 mute). Ce domaine proteique confere 
done a la proteine de fusion une distribution mitochondriale et la propriet6 d'atre 

15 r6sistante vis-a-vis d'une permeabihsation selective de la membrane plasmique. II est 
montre dans cet exemple que le principe du test est extensible a d'autres strategies 
d'ancrage subcellulaire qui impliquent une resistance du signal fluorescent a la 
permeabflisation de la membrane plasmique. Le type d'ancrage peut ne pas etre 
necessairement repr6sente par un domaine transmembranaire proprement dit mais tout 

20 simplement par un domaine proteique qui, de par ses interactions moleculaires ou ses 
modifications post-traductionnelles, confere a la proteine fluorescente a laquelle il est 
fusionn6 un etat « ancr6» mais potentiellement diffusible dans le cytosol ou dans 
l'ambiance extracellulaire apres cUvage par la prot6ase d'interet. De plus, la 
locaHsation subcellulaire sp6cifique (membrane plasmique, noyau, espace 

25 mitochondrial intermembranaire) peut donner des informations suppl6mentaires sur 
l'accessibilite des substrats aux proteases et, done, sur la localisation intracellulaire des 
activites proteolytiques. 

Exemple 4a ,• Sonde a caspase 3 ancree a la fare i n terne de. la membrane ylasmigue 
Dans cette proteine de fusion, le domaine d'ancrage intracellulaire est consume par 
30 une portion de la proteine murine SNAP-25. SNAP-25 est une proteine impliqude 
dans le processus de- fusion de v6sicules secretoires et elle se localise sur la face 
cytosolique de la membrane plasmique par palmitoylation de trois residus de cysteine. 
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On a isol6 le domaine minimal de palmitoylation de SNAP-25, qui est constitue des 
acides amines 80-136 (SEQ ID N°4), et on Pa fusionn6 a la proteine fluorescente via le 
linker contenant le site de clivage de la caspase 3. 

Cette prot6ine de fusion se localise done a la membrane plasmique et son signal 
fluorescent est resistant a la permeabilisation par la digitonine. L'activit6 proteolytique 
de la caspase 3 clive le linker, provoque une redistribution de la fluorescence dans le 
cytosol et le signal est perdu apres permeabilisation. (Fig. 7). En cytometric en flux, 
cette sonde donne des resultats tout a fait comparables a la sonde ancree a la membrane 
mitochondriale externe pr6cedemment decrite. 

Exemple 4b: Sonde, a caspase 3 ancree a la f a ce extern* de la . memhran* 
mitochondriale interne 

Dans ce deuxieme exemple, le domaine proteique utilise pour ancrer la sonde est 
represents par la sequence entiere du translocateur adenylique mitochondrial (ANT2) 
(SEQ ID N°8). E s'agit d'une proteine integrate de la membrane interne 
mitochondriale dont l'extremite N-ter est expos6e dans l'espace intermembranaire. La 
proteine fluorescente avec son linker clivable a done ete fusiomtee a cette extremite. 
n a ainsi ete montr6 que : (i) cette proteine de fusion se localise correctement a la 
mitochondrie ; (ii) la prot6ine fluorescente est clivable par la caspase 3 ; et (iii) le 
signal de fluorescence devient sensible a la permeabilisation apres le clivage de la 
20 caspase 3 (Fig. 8). 

Cette proline de fusion se comporte done bien comme une sonde pour la mesure de 
l'activite de la caspase 3, selon le principe de mesure decrit dans la pr6sente demande. 
Cet exemple montre egalement que le procede selon l'invention permet d'obtenir des 
informations supplementaires sur la distribution spatiale de l'activite proteolytique 
etudi6e : dans ce cas, bien que piegee dans Tespace intermembranaire, la sonde peut 
Stre clivee par la caspase 3, ce qui demontre que cet espace intracellulaire devient 
accessible au cours de l'apoptose a des proteines cytosoUques telle que la caspase 3. 
Exemple 4c • Sonde a. casp ase 3 a annrgee nucleairo. 

Ce troisieme exemple montre que l'ancrage intracellulaire peut etre obtenu par effet 
30 d'mteractionsproteme-proteineetproteme-acidenucl6iquetres stables. 

Oh a obtenu une sonde a caspase 3 a localisation nucleaire en fusionnant la prot6ine 
fluorescente a la proteine histone 2b via le linker clivable par la caspase 3. La proteine 
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de fusion H2B-GFP controle (sans sequence spdcifique pour la caspase 3) se localise 
dans le noyau de facon tres stable : grace a son interaction avec la chromatine (ADN) 
au sein des nucleosomes (complexes multiproteiques), elle ne diffuse pas, comme le 
demontre la resistance du signal fluorescent lors de la permeabilisation de la 
5 membrane plasmique. Au cours de l'apoptose, meme dans les phases tardives qui 
comportent la degradation de l'ADN provoqu6e par le clivage internucleosomal de la 
chromatine par les endonucleases specifiques de l'apoptose, la proteine fluorescente 
reste piegee.dans les nucleosomes et sa distribution suit la distribution de la chromatine 
en donnant l'image des noyaux picnotiques caracteristiques de l'apoptose. 

10 La proteine H2B-DEVD-GFP, dans laquelle la sequence de cHvage par la caspase 3 a 
ete inseree dans le linker entre l'histone (SEQ ID N°10) et la GFP, se comporte de la 
meme maniere que la sonde controle dans les cellules non traitees. En revanche, dans 
les cellules traitees par un inducteur apoptotique, la fluorescence de la GFP diffuse en 
dehors du noyau lors de Factivation de la caspase 3 et se distribue de facon uniforme 

15 dans le cytoplasme. Cette fluorescence devient sensible a la permeabilisation de la 
membrane plasmique. Les experiences de permeabilisation montrent que cette proteine 
se comporte bien comme une sonde permettant la mesure de l'activite de la caspase 3 
dans le noyau cellulaire (Fig. 9). 

EXEMPLE 5 - APPO RTION DTJ. PRINCIPE DU PROCEDE SELON 
20 L'INVENTION A DES SONDES MESURANT D'AUTRES ACTIVITES 
PROTEOLYTIOT TES 

L'approche de mesure mise au point pour la caspase 3 a ete etendue a deux autres 
proteases impliquees dans la mort cellulaire programmee. 

On a construit des proteines de fusion GFP-cbSTMRR et GFP-SNAP(80-136) qui 
25 portent, dans le linker reUant la proteine fluorescente et le segment d'ancrage, le site 
consensus sensible a la caspase 8 (IETD) qui est la principale caspase « initiatrice » 
pro-apoptotique. De la meme maniere, on a construit une proteine de fusion GFP-H2B 
qui contient, dans la s6quence linker, la s6quence consensus sensible a la caspase 2 
(VDVAD), protease a locahsation nucleaire. Les composantes sensibles ainsi utilisees 
30 ont pour sequences SEQ ID N°6 et 14 (pour la caspase 8), et SEQ ID N°12 (pour la 
caspase 2). Ces proteines sont clivables et la quantification de l'activite proteolytique 
peut Stre realisee en cytometric comme montre pour la caspase 3 (Fig. 10). 
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EXEMPLE 6 - EX EMPLES DUPLICATION DU TEST EN CYTOMETRY EN 
FLUX ET DANS PES MO DELES TUMORAUX EXPERIMENT AT JX IN VIVO 
Dans cet exemple, on montre deux autres applications des sondes et du proced6 objet 
de l'invention : la premiere concerne la mise au point d'un test couple biparam&rique 
5 en cytom6trie en flux, la seconde d6crit l'application des biocapteurs dans devaluation 
de T activity des anticancereux dans des modules animaux. 
Exemvle 6a : mesure couvlee a celle du cycle cellulaire 

II est possible d'appliquer la technique dans des tests doubles dans lesquels la mesure 
de TevSnement moteculaire r6vel6 par la sonde sp6cifique est couptee a la mesure d'un 

1 0 autre param&re cellulaire tel que le cycle cellulaire. La mesure du cycle cellulaire peut 
etre r6alis6e de fa9on classique en rajoutant a la suspension cellulaire perm£abilis6e 
une concentration suffisante dModure de propidium (0,4-0,8 mg/ml). Les cellules sont 
incubSes pendant 30 minutes pour laisser le temps au PI de s'intercaler dans PADN 
genomique, puis analyses en cytometric en flux en mesurant k la fois la fluorescence 

15 «verte» (FL1= signal du biocapteur recombinant bas6 sur GFP ou autre proteine 
fluorescente Smettant dans le vert) et la fluorescence dans le « rouge » (FL3= intensit6 
du PI correspondant au cbntenu de chromatine de chaque cellule, permettant la lecture 
du cycle cellulaire). 

La technique permet done de suivre de fa9on simultanSe la distribution de la 
20 population cellulaire dans les differentes phases du cycle et la survenue de 1' evenement 
moleculaire specifiquement detect6 par la sonde. En particulier, cette technique of&e 
deux avantages principaux : 

- elle permet de detecter une Sventuelle relation entre Tactivation du processus 
moleculaire 6tudi6 et une phase d6termin6e du cycle cellulaire ; 
25 - utilisee dans le criblage des molecules candidats anti-canc6reux, elle permet 

d'identifier en mdme temps les composes ayant une activity cytostatique simple, 
les composes ayant une activity proapoptotique simple, et les composes h la fois 
cytostatiques et proapoptotiques. 
La figure 11 montre l'effet de quelques drogues pro-apoptotiques utilis6es comme 
30 agent anticancereux dans le test coupl6 « activation de Bax/cycle cellulaire » (voir 
legende). De la meme maniere, on a r6alis6 avec succes le test couple « activation de la 
caspase 3/cycle cellulaire » (non montre). 
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Exemyle 6b: Applicati on des biocapteurs dans revaluation de Vactivite des 
anticancereux in viv o chez la souris porteuse de xenosreffe \ tumorals 

La x6nogreffe sous-cutan6e de lignSes celMaires tumorales humaines dans des souris 
« nude » (depourvues d'immunite cellulaire) repr6sente un modele pr£clinique 

5 classique pour revaluation de Tefficacite in vivo des nouvelles molecules k potentiel 
anticanc6reux. Cependant, cette evaluation se base g6neralement sur la simple mesure 
de la taille et de la croissance des tumeurs implantees, et ne permet done pas de relier 
P effet « macroscopique » de la molecule testee k un effet mol£culaire precis. 
Le present exemple monixe que Papproche xenogreffe est applicable aux lign6es 

10 celMaires qui expriment de fa?6n stable les biocapteurs recombinants pour la mesure 
de P activation de Bax et de la caspase 3. 

Ces lignees (appetees respectivement clone 10 et clone 23), inject£es en sous-cutan6 
chez des souris «nude» forment, au bout de quelques jours, des tumeurs solides 
fluorescentes. 

15 Ces dernieres repr£sentent un modele d'un nouveau genre pour revaluation in vivo de 
Pefficacite de nouvelles molecules k potentiel anticancereux puisqu'elles renseignent 
sur P activity moleculaire sp6cifique du produit teste au niveau du tissu tumoral (Fig. 
12) tout en permettant les mesures morphom6triques macroscopiques classiques, ce qui 
rend done possible une correlation « effet mol£culaire/effet sur la croissance 

20 tumorale » in vivo. 
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REVENDICATTONS 



1) Procedd de mise en evidence de la survenue dhin evenemeht moleculaire 
particulier dans une cellule, caracterise en ce que : 

- on detecte la "solubilisation" d'une proteine marqueur "fix6e" (respectivement la 
"fixation" d'une proteine marqueur "solubilisee") qui est un marqueur direct ou 
indirect de la survenue de l'evenement moleculaire particulier, 

- laquelle proline marqueur est presente dans la cellule avant la detection 
ptec&iente, 

- la cellule etant, avant la detection, soumise a une permeabilisation de la membrane 
plasmique qui libere la proteine solubilisee dans le milieu extracellulaire, 

- la presence de la proteine marqueur etant alors detectee dans la cellule ou le milieu 
extracellulaire par tout moyen approprie, ce qui permet de determiner si la 
solubilisation, respectivement la fixation, ont eu lieu et done l'evenement 

15 moleculaire correspondant 

2) Proc6d6 selon la revendication 1, caracterise en ce que la "fixation" 
cellulaire de la proteine est effectuee grace a un ancrage subcellular, de preference 
membranaire, de la proteine ou par compartimentation de la proteine au niveau 
subcellulaire. 

3) Proced6 selon l'une des revendications 1 et 2, caracterise en ce que la 
solubilisation cellulaire de la proteine est obtenue par liberation de la proteine 
marqueur dans le cytosol. 

4) Procede selon l'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce que la 
proteine marqueur est une proteine de fusion comportant un fragment fluorescent. 

5) Proc6de selon l'une des revendications 1 a 4, caracterise en ce que la 
proteine marqueur est produite dans la cellule par un vecteur d'expression. 

6) Proced6 selon l'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce que la 
proteine marqueur est produite de facon constitutive par la cellule. 

7) Proced6 selon l'une des revendications 4 a 6, caracteris6 en ce que la 
30 solubilisation, respectivement la fixation, de la proteine fluorescente, sont detectees par 

cytometrie en flux ou microscopie a fluorescence sur les cellules apres 
permeabilisation de la membrane. 

8) Procede selon l'une des revendications 146, caracterise en ce que la 
survenue de l'evenement moleculaire conduit au clivage ou au remaniement de la 

35 proteine marqueur et la solubilise. 
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9) Procede selon Tune des revendications 1 k 6, caracterise en ce que la 
survenue de l'^venement moleculaire conduit k Papparition d'un fragment d'ancrage 
subcellulaire, de preference membranaire, de la proteine marqueur et k sa fixation, ou k 
la compartimentation de la proteine marqueur. 

5 10) Procede selon Tune des revendications 1 a 9, caracterise en ce que 

Tenement moleculaire k detecter est Pactivation de Bax, en ce que la proteine 
marqueur est une proline de fusion Bax-proteine fluorescente, la proteine fludrescehte 
etant fusionn^e k l f extremit6 N-terminale de Bax, et en ce que, en cas (Pactivation de 
Bax, la proteine Bax est fixee. 

10 11) Procede selon Tune des revendications 1 & 9, caracteris6 en ce que 

rSyenement moleculaire k detecter est Pactivation d f une protease, en ce que la proteine 
marqueur est une proteine de fusion comportant le site de clivage de la protease et, de 
part et d'autre, un site d'ancrage subcellulaire, de preference membranaire, et une 
proteine fluorescente, et en ce que, lors de Pexpression de la protease, la proteine 

1 5 marqueur est solubUis6e par clivage et liberation de la proteine fluorescente. 

12) Precede selon la revendication 11, caracterise en ce que la protease est 
une caspase. 

13) Procede delonl 'une des revendications 1 a 12, caracterise en ce que la 
mise en evidence de la survenue de Pevenement moleculaire est coupiee a la mesure 

20 du cycle cellulaire, notamment la mesure de la distribution de la population cellulaire 
dans les differentes phases du cycle cellulaire. 

14) Procede selon la revendication 13, caracterise en ce que Pevenement 
moleculaire est P activation de Bax ou Pactivation d'une caspase. 

15) Proteine marqueur utile dans la mise en oeuvre du procede selon Tune 
25 des revendications 1 a 14, caracterisee en ce qu'elle comporte une composante sensible 

qui subira la solubilization (la fixation) et une composante indicateur permettant la 
detection. 

16) Proteine selon la revendication 15, caracterisee en ce qu'il s'agit d f une 
proteine de fusion dont la composante indicateur est une proteine fluorescente. 

30 . 17) Proteine marqueur selon la revendication 15 ou 16, caracterisee en ce 

que la sequence de ladite composante sensible est codee par un acide nucieique 
comprenant une sequence choisie parmi les sequences SEQ ID N°l, 3, 5, 7, 9, 1 1 et 13. 
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18) Prot6ine marqueur selon Tune des revendications 15 k 17, caract6ris6e 
en ce que la sequence de ladite composante sensible comprend une sequence choisie 
paxmi les sequences SEQ ID N°2, 4, 6, 8, 10, 12 et 14. 

19) Vecteur exprimant, dans un environnement cellulaire, une proline 
5 marqueur selon Tune des revendications 1 5 a 1 8. 

20) Cellule transform6e exprimant une prot&ne marqueur selon Tune des 
revendications 15 k 18. 

21) Cellule selon la revendication 20, caract6ris6e en ce que Texpression de 
la prot&ne marqueur est stable. 

10 . 22) Cellule selon la revendication 20 ou 21, caract6ris6e en ce qu'elle est 

une cellule tumorale, de preference un cellule tumorale humaine. 

23) Animal transgenique non humain dont au moins un certain type de 
cellules exprime une proteine marqueur selon Pune des revendications 15 k 18. 

24) Kit de mise en oeuvre du precede selon Tune des revendications 1 a 14, 
1 5 caract6ris6 en ce qu'il comporte au moins : 

- des cellules transferases selon Tune des revendications 20 k 22 ; et/ou 

- un vecteur selon la revendication 19 ; et/ou 

- un animal transgenique selon la revendication 23 . 

25) Proced6 pour ^valuer Factivit6 d'un compost anticanc6reux candidat, 
20 caract6rise en ce qu'il comprend la mise en oeuvre du proced6 selon 1'une des 

revendications 1 & 14 dans une cellule selon la revendication 22. 



25 



30 



35 



WO 2005/012913 



1/12 



PCT7FR2004/001678 



Fig. 1 




WO 2005/012913 



PCT/FR2004/001678 




WO 2005/012913 



3/12 



PCT/FR2004/001678 



Fig. 2 



Ctrl 














j i SI 


auro 










inh 

\ V 


\ 
























r— V 






i • i i 1 1 



10° 



10 1 



10 2 



10 3 



WO 2005/012913 



4/12 



PCT/FR2004/001678 



Fig. 3 A 



450- 




1 1 —\ 1 1 1 r 

0 1 2 3 4 5 6 



Fig. 3 B 




i 1 1 i 1 1 r 

0 1 2 3 4 5 6 



WO 2005/012913 



5/12 



PCT7FR2004/001678 




WO 2005/012913 



6/12 



Fig. 6 



PCT/FR2004/001678 



70- 



WO 2005/012913 



PCT/FR2004/001678 



7/12 



a 
b 



linker synth6tique 



Gprp [GGGGS] 2 DEVD[GGGS] 2 

linker synthStique 



SNAP-25 (80-136) 



GFP 



[GGGGS] 4 



SNAP-25 (80-136) 



GFP-DEVDlSNAI>(80-l 36) 

0 mm 


PJiase-contrast •*" -:' 


Gl^-DEVD-SNAPlSO-lSO) 

124 min 


Phasc-conirast - . 


GFP-DEVD-SNAP(80-136) 

137 min 


•I^Hhse^cqnt rast ••"£•*; , ^ .-• ; . ? 1 



CO 

d 

IS 
o 

c 
o 

1 




c^V^^V^^ Fig. 7 



WO 2005/012913 



8/12 



PCT/FR2004/001678 






• >^>- • 




~ * r l*f " 




,* v- ^, - - 


C:. * 
*vf< 




j&F.p-i 




,:: m>dbRe ; d2^' ? '3:, 



GFP-DEVD-ANT 

><•« f. 

0 min 


HcRed-DEVD-cb5RR 


GFP-DEVR-ANT 

ii V 

♦ 150 min 


HcRed-DEVD-cb5RR 


GFP-DEVD-ANT 

' %ii 

160 min 


HcRed-DEVD 5 cb5RR 

fi|V 


GFP-DEVD-£NT 

it ' 

■ .-' A • 
If. 4 ' 

.«■). if 

1 200 min 


HcRBd-DEVt)-cb5RR 

■* . '^k "4-. 

p • 

« I $ 


GFP-DEVD-ANT 

V' 

250 min 


HcR'ed-DEVD-cb5RR 

0 « 

.;> jps.'. 


Fig. 



s 

i 



« GFP-DEVD-ANT2 
HcRed-DEVD-cbSRR 



-I 

180 



SO 100 

Temps (min) 



8 





70- 


1 


60- 


1 


50- 


nee 






40- 




30- 


0) 






20- 


I 

M 


10- 




0- 



a GFP-0EVD-ANT2 

HcRed-DE VD-cb5RR| _ ^ j... 




0 " 60 100 150 

Temps (min) 



200 250 



WO 2005/012913 



PCT/FR2004/001678 



9/12 



a 
b 



H2B 



linker synth6tique 

DPPVDEVDAT 



linker synth6tique 



GFP 



H2B 


DPPVAT 




GFP 


Non traite 


STS 1mM 




H2B-DEVD^GFP 


















Haechst 






Hoechst 


H2B-DEVD-GFP 




Fig. 9 



pH2B-DE VD-G FP pH2B-GFP 



WO 2005/012913 



PCT/FR2004/001678 



10/12 



linker synthetique 



GFP 



[GGGGSJ 2 IETD[GGGS] 2 



cb5-TMD-RR 



GFP 



linker syntheti que 

[GGGGS] 2 lETD[GGGS]j 



SNAP-25 (80-136) 




H2B 



linker synthetique 

DDPWDVADAT 



GFP 















> 










; 

fc 



















Fig. 10 



WO 2005/012913 



PCT/FR2004/001678 



11/12 





WO 2005/012913 PCT/FR2004/001678 

12/12 




Fig. 12 



WO 2005/012913 



1/10 

SEQUENCE LISTING 
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<110> INSERM^ Nati ° nal de la Sant6 et de la Recherche Medicale - 

<120> ProcSde demise en evidence d'un evenement moleculaire dans une 
cellule grace a des proteines raarqueurs f luorescentes 

<130> D20600 

<150> FR 03/08 186 
<151> 2003-07-04 

<160> 14 

<170> Patentln version 3.2 

<210> 1 
<211> 195 
<212> ADN 

-<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Sonde 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (174) 

<400> 1 

gaa ggt gga gga ggt tea gat gaa gtc gat tea gga gga ggt gga tct 48 
Glu Gly Gly Gly Gly Ser Asp Glu Val Asp Ser Sly Sly Sly lly III 
1 5 10 15 

gga ggt ggc gga tec ttc gag ccg tec gaa act ctg ate act acc gtt 96 
Gly Gly Gly Gly Ser Phe Glu Pro Ser Glu Thr Leu He Thr Thr Val 
20 25 30 

gaa teg aac teg agt tgg tgg act aac tgg gtt ate cct gcg ate tct 144 
Glu Ser Asn Ser Ser Trp Trp Thr Asn Trp Val He Pro Ala He Ser 
35 40 45 

get ctg gtt gta gcg ctg atg tac egg cgt taatgactgc agtctagagg g 195 
Ala Leu Val Val Ala Leu Met Tyr Arg Arg 
50 55 



<210> 2 
<211> 58 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<22 3> Sonde 
<400> 2 



Glu Gly Gly Gly Gly Ser Asp Glu Val Asp Ser Gly Gly Gly Gly Ser 
1 5 10 1S 
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Gly Gly Gly Gly Ser Phe Glu Pro Ser Glu Thr Leu lie Thr Thr Val 
20 25 30 

Glu Ser Asn Ser Ser Trp Trp Thr Asn Trp Val lie Pro Ala lie Ser 
35 40 45 

Ala Leu Val Val Ala Leu Met Tyr Arg Arg 
50 55 

<210> 3 
<211> 294 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Sonde a Caspase 3 DEVD-SNAP-25 (80-136) 

<220> 

<2 21> CDS 

<222> (1) . . (291) 

<400> 3 

gaa ggt gga gga ggt tea gat gaa gtc gat tea gga gga ggt gga tct 48 

Glu Gly Gly Gly Gly Ser Asp Glu Val Asp Ser Gly Gly Gly Gly Ser 

1 5 io " 15 

gga ggt ggc gga tec ttc gag ccg tec gaa act ctg ate act acc gtt 96 
Gly Gly Gly Gly Ser Phe Glu Pro Ser Glu Thr Leu lie Thr Thr Val 
20 25 30 

gaa teg aac teg agt atg gac eta gga aaa ttc tgc ggg ctt tgt gtg 144 
Glu Ser Asn Ser Ser Met Asp Leu Gly Lys Phe Cys Gly Leu Cys Val 
35 40 45 

tgt ccc tgt aac aag ctt aaa tec agt gat get tac aaa aaa gec tgg 192 
Cys Pro Cys Asn Lys Leu Lys Ser Ser Asp Ala Tyr Lys Lys Ala Trp 
50 55 60 

ggc aat aat cag gat gga gta gtg gee age cag cct gee cgt gtg gtg 24 0 

Gly Asn Asn Gin Asp Gly Val Val Ala Ser Gin Pro Ala Arg Val Val 
65 70 75 * 80 

gat gaa egg gag cag atg gec ate agt ggt ggc ttc ate cgc aga cgc 288 
Asp Glu Arg Glu Gin Met Ala lie Ser Gly Gly Phe lie Arg Arg Arg 
85 90 95 

gtc taa 2g4 
Val 294 



<210> 4 
<211> 97 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Sonde a Caspase 3 DEVD-SNAP-25 (80-136) 
<400> 4 



Glu Gly Gly Gly Gly Ser Asp Glu Val Asp Ser Gly Gly Gly Gly Ser 
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15 10 is 

Gly Gly Gly Gly Ser Phe Glu Pro Ser Glu Thr Leu He Thr Thr Val 
20 25 30 

Glu Ser Asn Ser Ser Met Asp Leu Gly Lys Phe Cys Gly Leu Cys Val 
35 40 45 

Cys Pro Cys Asn Lys Leu Lys Ser Ser Asp Ala Tyr Lys Lys Ala Trp 

55 60 

Gly Asn Asn Gin Asp Gly Val Val Ala Ser Gin Pro Ala Arg Val Val 

70 75 80 

Asp Glu Arg Glu Gin Met Ala He Ser Gly Gly Phe He Arg Arg Arg 
85 90 95 M 

Val 



<210> 5 
<211> 294 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Sonde a Caspase 8 IETD SNAP-25 (80-136) 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (291) 

<400> 5 

gaa ggt gga gga ggt tea att gaa acc gat tea gga gga ggt gga tct 48 

Glu Gly Gly Gly Gly Ser He Glu Thr Asp Ser !!y Sly ITy lly Ser 

5 10 • ■ 15 

??5 ^ 2?° ^ t C ° ^° 9ag ° C9 tCC gaa act ct 9 atc act acc gtt 96 
Gly Gly Gly Gly Ser Phe Glu Pro Ser Glu Thr Leu He Thr Thr Val 

20 25 30 

gaa teg aac teg agt atg gac eta gga aaa ttc tgc ggg ctt tgt gtg i 44 
Glu Ser Asn Ser Ser Met Asp Leu Gly Lys Phe Cys Gly Leu Cys Val 
35 40 45 

5£ l CC l 9t aa ° aa9 Ctt aaa tcc agt gat 9 ct tac aaa a *a 9cc tgg 192 
Cys Pro Cys Asn Lys Leu Lys Ser Ser Asp Ala Tyr Lys Lys Ala Trp 
50 55 .... 



50 



ggc aat aat cag gat gga gta gtg gee age cag cct gee cgt gtg gtg 240 
Gly Asn Asn Gin Asp Gly Val Val Ala Ser Gin Pro Ala Arg Val Val 
65 70 75 80 

gat gaa egg gag cag atg gec atc agt ggt ggc ttc atc cgc aga cgc 288 

Asp Glu Arg Glu Gin Met Ala He Ser Gly Gly Phe He Arg Arg Arg 
85 90 95 a 

gtc taa 

Val 294 
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<210> 6 
<211> 97 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Sonde a Caspase 8 IETD SNAP-25 (80-136) 
<400> 6 

Glu Gly Gly Gly Gly Ser lie Glu Thr Asp Ser Gly Gly Gly Gly Ser 
1 5 10 " 15 

Gly Gly Gly Gly Ser Phe Glu Pro Ser Glu Thr Leu He Thr Thr Val 
20 25 30 

Glu Ser Asn Ser Ser Met Asp Leu Gly Lys Phe Cys Gly Leu Cys Val 
35 40 45 

Cys Pro Cys Asn Lys Leu Lys Ser Ser Asp Ala Tyr Lys Lys Ala Trp 
50 55 60 

Gly Asn Asn Gin Asp Gly Val Val Ala Ser Gin Pro Ala Arg Val Val 
65 70 75 ~ 80 

Asp Glu Arg Glu Gin Met Ala He Ser Gly Gly Phe He Arg Arg Arg 
85 90 95 

Val 



<210> 7 
<211> 960 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Sonde a Caspase 3 DEVD-ANT-2 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (957) 

<400> 7 

gaa ggt gga gga ggt tea gat gaa gtc gat tea gga gga ggt gga tct 48 
Glu Gly Gly Gly Gly Ser Asp Glu Val Asp Ser Gly Gly Gly Gly Ser 
1 5 10 15 

gga ggt ggc gga tec atg aca gat gee get gtg tec ttc gee aag gac 96 
Gly Gly Gly Gly Ser Met Thr Asp Ala Ala Val Ser Phe Ala Lys Asp 
20 25 3 0 

ttc ttg gee ggt gga gtg gee gca gee ate tec aag aca gcg gta gca 144 
Phe Leu Ala Gly Gly Val Ala Ala Ala He Ser Lys Thr Ala Val Ala 
35 40 45 



ccc ate gag agg gtc aag ctg ctg ctg cag gtg cag cat gec age aag 192 
Pro He Glu Arg Val Lys Leu Leu Leu Gin Val Gin His Ala Ser Lys 
50 55 60 
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B?I ril ^ 9 f? a ° aa ta ° aag ggc atc ata 9ac tgc gtg gtt 

Gin lie Thr Ala Asp Lys Gin Tyr Lys Gly He He Asp Cys Val Sal 

70 75 80 

cgt atc ccc aag gaa cag gga gtc ctg tec ttc tgg cgt ggg aac etc 
Arg lie Pro Lys Glu Gin Gly Val Leu Ser Phe T g Arg lly Asn lei 
85 90 95 

lit lit S° taC ttC CCC acC cag gct ctc aac ttt gec ttc 

Ala Asn Val lie Arg Tyr Phe Pro Thr Gin Ala Leu Asn Phe Ala Phe 
100 105 110 

ttl lit S* C f 39 ° a9 atC tfct Ctg ggt ggt 9 fc 9 9 ac aa 9 a 99 acc 

Lys Asp Lys Tyr Lys Gin He Phe Leu Gly Gly Val Asp Lys Arg Thr 

115 120 125 

r a9 tt C C9C tac tfct gca 999 aac ctg gca tca 9gt ggt gec get 
Gin Phe Trp Arg Tyr Phe Ala Gly Asn Leu Ala Ser Siy lly La 111 

130 135 140 

ff ^ a ! C ° tt9 t9C ttfc 9tg tac cct ctt 9 at tfc t gec cgt acc 
Gly Ala Thr Ser Leu Cys Phe Val Tyr Pro Leu Asp Phe Ala Arg Thr 

145 150 155 160 

2E rl a ?f ? at 9t9 " C aaa 9Ct gga 9Ct gaa ag 9 9aa ttc aaa 

Arg Leu Ala Ala Asp Val Gly Lys Ala Gly Ala Glu Arg Glu Phe Lys 

165 170 175 

III lit of ? aC 1 9C T Ct9 9tt ^ at ° taC aaa tCt gat 999 att aa 9 576 
Gly Leu Gly Asp Cys Leu Val Lys He Tyr Lys Ser Asp Gly He Lys 

180 185 



190 



G?5 t C ! 9 ^ C H? C aat gtg tea gta cag ggc att atc atc tac 

Gly Leu Tyr Gin Gly Phe Asn Val Ser Val Gin Gly He He He Tyr 



195 200 



205 



240 



288 



336 



384 



432 



480 



528 



624 



672 



720 



768 



A? 3 ?i t ?? C I a ° ^ 9gt atC tat gac act gca aa 9 99^ atg ctc cca 
Arg Ala Ala Tyr Phe Gly He Tyr Asp Thr Ala Lys Gly Met Leu Pro 

2X0 215 220 

lit f a9 aat ^ CaC atC ttC atC agc fc 99 atg att gca cag tct 

Asp Pro Lys Asn Thr His He Phe He Ser Trp Met He Ala Gin Ser 

225 230 235 240 

^ ^u fc 9 ? fc gtC gCt 99C ctg act tec tat cct ttt gac acg gtt cgc 
Val Thr Ala Val Ala Gly Leu Thr Ser Tyr Pro Phe Asp Thr Val Arg 
245 250 255 

cgt cgt atg atg atg cag tct gga cgc aaa gga act gat atc atg tac 816 
Arg Arg Met Met Met Gin Ser Gly Arg Lys Gly Thr Asp He Met Tyr 
260 265 270 

^ 9 Ctt 9aC t9C t9g cg 9 aag atc gcg cgc gat gaa ggg agc 864 
Thr Gly Thr Leu Asp Cys Trp Arg Lys He Ala Arg Asp Glu Gly Ser 
275 280 285 

aag get ttt ttc aag ggc gca tgg tec aac gtt ctc aga ggc atg ggt 912 
Lys Ala Phe Phe Lys Gly Ala Trp Ser Asn Val Leu Arg Gly Met Glv 
290 295 300 
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ggc gcc ttt gtg ctt gtc ttg tat gat gag ate aag aaa tac aca taa 
Gly Ala Phe Val Leu Val Leu Tyr Asp Glu lie Lys Lys Tyr Thr 
305 310 315 



960 



<210> 8 
<211> 319 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Sonde a Caspase 3 DEVD-ANT-2 
<400> 8 

Glu Gly Gly Gly Gly Ser Asp Glu Val Asp Ser Gly Gly Gly Gly Ser 
1 5 10 15 

Gly Gly Gly Gly Ser Met Thr Asp Ala Ala Val Ser Phe Ala Lys Asp 
20 25 30 

Phe Leu Ala Gly Gly Val Ala Ala Ala He Ser Lys Thr Ala Val Ala 
35 40 45 

Pro He Glu Arg Val Lys Leu Leu Leu Gin Val Gin His Ala Ser Lys 
50 55 60 

Gin He Thr Ala Asp Lys Gin Tyr Lys Gly He He Asp Cys Val Val 
65 70 75 *" 80 

Arg He Pro Lys Glu Gin Gly Val Leu Ser Phe Trp Arg Gly Asn Leu 
85 90 ~ 95 

Ala Asn Val He Arg Tyr Phe Pro Thr Gin Ala Leu Asn Phe Ala Phe 
100 105 110 

Lys Asp Lys Tyr Lys Gin He Phe Leu Gly Gly Val Asp Lys Arg Thr 
115 12 0 125 

Gin Phe Trp Arg Tyr Phe Ala Gly Asn Leu Ala Ser Gly Gly Ala Ala 
130 135 140 

Gly Ala Thr Ser Leu Cys Phe Val Tyr Pro Leu Asp Phe Ala Arg Thr 
145 150 155 160 

Arg Leu Ala Ala Asp Val Gly Lys Ala Gly Ala Glu Arg Glu Phe Lys 
165 170 ~ 175 

Gly Leu Gly Asp Cys Leu Val Lys He Tyr Lys Ser Asp Gly He Lys 
180 185 190 

Gly Leu Tyr Gin Gly Phe Asn Val Ser Val Gin Gly He He He Tyr 
195 200 205 

Arg Ala Ala Tyr Phe Gly He Tyr Asp Thr Ala Lys Gly Met Leu Pro 
210 215 220 

Asp Pro Lys Asn Thr His He Phe He Ser Trp Met He Ala Gin Ser 
225 230 235 240 

Val Thr Ala Val Ala Gly Leu Thr Ser Tyr Pro Phe Asp Thr Val Arg 
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245 25 0 255 

Arg Arg Met Met Met Gin Ser Gly Arg Lys Gly Thr Asp lie Met Tvr 
260 265 " 270 

Thr Gly Thr Leu Asp Cys Trp Arg Lys lie Ala Arg Asp Glu Gly Ser 
275 280 285 

Lys Ala Phe Phe Lys Gly Ala Trp Ser Asn Val Leu Arg Gly Met Gly 
290 295 300 

: Asp Glu lie Lys Lys Tyr Thr 
315 



305 


310 


<210> 


9 


<211> 


411 


<212> 


ADN 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


Sonde a Caspase 3 H2B- 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) . . (411) 


<400> 


9 


atg cca gag cca gcg aag tct 


Met Pro Glu Pro Ala Lys Ser 


1 


5 



10 . 15 



48 



aag gcg gtg act aag gcg cag aag aaa ggc ggc aag aag cgc aag cgc 96 
Lys Ala Val Thr Lys Ala Gin Lys Lys Gly Gly Lys Lys Arg Lys Arg 
20 25 30 

age cgc aag gag age tat tec ate tat gtg tac aag gtt ctg aag cag 144 
Ser Arg Lys Glu Ser Tyr Ser lie Tyr Val Tyr Lys Val Leu Lys Gin 
3 ? 40 45 

gtc cac cct gac ace ggc' att teg tec aag gee atg ggc ate atg aat 192 
Val His Pro Asp Thr Gly lie Ser Ser Lys Ala Met Gly He Met Asn 
50 55 60 

teg ttt gtg aac gac att ttc gag cgc ate gca ggt gag get tec cgc 24 0 

Ser Phe Val Asn Asp He Phe Glu Arg He Ala Gly Glu Ala Ser Arg 
65 70 75 80 

ctg gcg cat tac aac aag cgc teg ace ate ace tec agg gag ate cag 2 88 

Leu Ala His Tyr Asn Lys Arg Ser Thr He Thr Ser Arg Glu He Gin 

85 90 ~ 95 

■ 

acg gee gtg cgc ctg ctg ctg cct ggg gag ttg gec aag cac gee gtg 336 

Thr Ala Val Arg Leu Leu Leu Pro Gly Glu Leu Ala Lys His Ala Val 

100 105 110 

tec gag ggt act aag gee ate ace aag tac ace age get aag gat cca 3 84 

Ser Glu Gly Thr Lys Ala He Thr Lys Tyr Thr Ser Ala Lys Asp Pro 
115 120 125 

ccg gtc gat gaa gtc gat gee ace atg 411 
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Pro Val Asp Glu Val Asp Ala Thr Met 
130 135 



<210> 10 
<211> 137 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Sonde a Caspase 3 H2B-DEVD 



<400> 10 

Met Pro Glu Pro Ala Lys Ser Ala Pro Ala Pro Lys Lys Gly Ser Lys 
1 5 .10 15 

Lys Ala Val Thr Lys Ala Gin Lys Lys Gly Gly Lys Lys Arg Lys Arg 
20 25 30 

Ser Arg Lys Glu Ser Tyr Ser lie Tyr Val Tyr Lys Val Leu Lys Gin 
35 .40 45 

Val His Pro Asp Thr Gly He Ser Ser Lys Ala Met Gly He Met Asn 
50 55 60 

Ser Phe Val Asn Asp He Phe Glu Arg He Ala Gly Glu Ala Ser Arg 
65 70 75 " 80 

Leu Ala His Tyr Asn Lys Arg Ser Thr He Thr Ser Arg Glu He Gin 
85 90 95 

Thr Ala Val Arg Leu Leu Leu Pro Gly Glu Leu Ala Lys His Ala Val 
100 105 110 

Ser Glu Gly Thr Lys Ala He Thr Lys Tyr Thr Ser Ala Lys Asp Pro 
H5 120 i25 

Pro Val Asp Glu Val Asp Ala Thr Met 
130 135 



<210> 11 
<211> 414 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Sonde a Caspase 2 H2B-VDVAD 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (414) 

<400> 11 

atg cca gag cca gcg aag tct get ccc gec ccg aaa aag ggc tec aag 48 
Met Pro Glu Pro Ala Lys Ser Ala Pro Ala Pro Lys Lys Gly Ser Lys 
1 5 10 15 



aag g C g gtg act aag gcg cag aag aaa ggc ggc aag aag cgc aag cgc 



96 
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Ijys Ala Val Thr Lys Ala Gin Lys Lys Gly Gly Lys Lys Arg Lys Arg 
20 25 30 

age cgc aag gag age tat tec ate tat gtg tac aag gtt ctg aag cag 144 
Ser Arg Lys Glu Ser Tyr Ser lie Tyr Val Tyr Lys Val Leu Lys Gin 
35 40 45 

gtc cac cct gac ace ggc att teg tec aag gee atg ggc ate atg aat 192 
Val His Pro Asp Thr Gly lie Ser Ser Lys Ala Met Gly lie Met Asn 
50 55 60 

teg ttt gtg aac gac att ttc gag cgc ate gca ggt gag get tec cgc 240 
Ser Phe Val Asn Asp He Phe Glu Arg He Ala Gly Glu Ala Ser Arg 
65 70 75 80 

ctg gcg cat tac aac aag cgc teg ace ate ace tec agg gag ate cag 288 
Leu Ala His Tyr Asn Lys Arg Ser Thr He Thr Ser Arg Glu He Gin 
85 90 95 

acg gee gtg cgc ctg ctg ctg cct ggg gag ttg gee aag cac gee gtg 336 
Thr Ala Val Arg Leu Leu Leu Pro Gly Glu Leu Ala Lys His Ala Val 
100 105 110 

tec gag ggt act aag gee ate ace aag tac ace age get aag gat cca 384 
Ser Glu Gly Thr Lys Ala He Thr Lys Tyr Thr Ser Ala Lys Asp Pro 
115 12 0 125 

ccg gtc gtc gac gtc gee gat gee acc atg 414 
Pro Val Val Asp Val Ala Asp Ala Thr Met 
130 135 

<210> 12 
<211> 138 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Sonde k Caspase 2 H2B-VDVAD 
<400> 12 

Met Pro Glu Pro Ala Lys Ser Ala Pro Ala Pro Lys Lys Gly Ser Lys 
15 10 15 , 

Lys Ala Val Thr Lys Ala Gin Lys Lys Gly Gly Lys Lys Arg Lys Arg 
20 25 30 

Ser Arg Lys Glu Ser Tyr Ser He Tyr Val Tyr Lys Val Leu Lys Gin 
35 40 45 

Val His Pro Asp Thr Gly He Ser Ser Lys Ala Met Gly He Met Asn 
50 55 60 

Ser Phe Val Asn Asp He Plie Glu Arg He Ala Gly Glu Ala Ser Arg 
65 70 75 80 

Leu Ala His Tyr Asn Lys Arg Ser Thr He Thr Ser Arg Glu He Gin 
85 90 95 

Thr Ala Val Arg Leu Leu Leu Pro Gly Glu Leu Ala Lys His Ala Val 
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100 105 no 

Ser Glu Gly Thr Lys Ala He Thr Lys Tyr Thr Ser Ala Lys Asp Pro 
H5 120 125 

Pro Val Val Asp Val Ala Asp Ala Thr Met 
130 135 

<210> 13 
<211> 177 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Sonde a Caspase 8 IETD~cb5RR 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (174) 

<400> 3 

gaa ggt gga gga ggt tea att gaa acc gat tea gga gga ggt gga tct 4 8 

Glu Gly Gly Gly Gly Ser He Glu Thr Asp Ser Gly Gly Gly Gly Ser 
1 5 10 ' 15 

gga ggt ggc gga tec ttc gag ccg tec gaa act ctg ate act acc gtt 96 
Gly Gly Gly Gly Ser Phe Glu Pro Ser Glu Thr Leu He Thr Thr Val 
20 25 30 

gaa teg aac teg agt tgg tgg act aac tgg gtt ate cct gcg ate tct 144 
Glu Ser Asn Ser Ser Trp Trp Thr Asn Trp Val He Pro Ala He Ser 
35 40 45 

get ctg gtt gta gcg ctg atg tac egg cgt taa 1 77 
Ala Leu Val Val Ala Leu Met Tyr Arg Arg 
50 55 

<210> 14 
<211> 58 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Sonde a Caspase 8 IETD-cb5RR 
<400> 14 

Glu Gly Gly Gly Gly Ser He Glu Thr Asp Ser Gly Gly Gly Gly Ser 
1 5 10 15 

Gly Gly Gly Gly Ser Phe Glu Pro Ser Glu Thr Leu He Thr Thr Val 
20 25 30 

Glu Ser Asn Ser Ser Trp Trp Thr Asn Trp Val He Pro Ala He Ser 
35 40 45 

Ala Leu Val Val Ala Leu Met Tyr Arg Arg 
50 55 
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